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１．はじめに
酸化ストレスとは，生体内において活性酸素種
（ros）などによる酸化反応が抗酸化作用を上回
り，細胞などに有害な作用を及ぼしている状態と
定義されている．酸化ストレスを生じさせるros
は，生体内において体内に侵入してきた細菌など
に対し殺菌作用を示すことで生体を感染から守る
一方，がん，歯周病，アルツハイマー，パーキン
ソン病といった多くの疾患の形成や，老化促進に
関与するといわれている．1-4）また，生体や細胞の
外から放射線や薬物などの酸化ストレスを与える
と細胞内のrosが増大し，その量が過剰である場
合，細胞膜の脂質が過酸化され，最終的に細胞は
死に至る．5）生体内において，rosの主な生成場
所はミトコンドリアであり，ミトコンドリアおよ
びミトコンドリアDNa（mtDNa）の障害により
ros産生が亢進し疾病を引き起こすことが明らか
となっている．6-8）
福島の原発事故を契機に，外部からの低線量放
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oxidativestressisaharmfulstateforthecell.Thestatearisesfromexposuretohighlevelsofreactiveoxygen
species（ros）．rosisakeymoleculeinmaintainingcellproliferation,inﬂammationandcelldeath.rosisalso
involvedinagingandcausesmanydiseasessuchasParkinsonsdisease,alzheimersdisease,cancer,diabetes
mellitusandperiodontaldisease.Theprimarysiteofrosgenerationinvivo ismitochondria.mitochondriahave
itsownDNa（mtDNa）thatencodesapartofoxidativephosphorylationcomponentproteinsinmitochondria,
andmtDNadamagebyroscausesneurodegenerativediseasesandvarioustypesofcancer.Therefore,these
damagedcellswillprovidevaluablecellmodelstostudyoxidativestressandovercomerosderiveddiseases.To
analyzethemechanismofoxidativestressandrosderiveddiseases,mtDNadepletedcells（ρ0 cells）are
developedbytreatinglowdoseethidiumbromide.ρ0 cellsdonothavemtDNa,cantsurvivewithoutpyruvate
anduridine,producelittleamountofaTP,sensitivetooxidativestressandgeneratehigherroscomparedwith
parentalcell.inthisreview,wedescribethecellularresponsebyoxidativestresssuchasradiationandhydrogen
peroxideusingρ0 cells.wealsodiscusstherelationshipamongoxidativestresssensitivity,mitochondriadamage
andplasmamembranestatus.
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射線に対する生物影響，すなわち環境からの酸化
ストレスと健康への因果関係についての関心も非
常に高まってきている．9）低線量放射線による動
物や人体への影響は，ホルミシス効果も含めまだ
確実にはわかっていないが，これらストレス応答
メカニズムを明らかにすることは，疾病の治療の
みならず，健康な生活を送るためにも非常に重要
なテーマである．
rosは疾病を引き起こすだけでなく，がんをは
じめとした疾病の治療にも利用されている．放射
線を照射し治療することはもとより，がんの放射
線感受性を高めるためにrosの一つである過酸化
水素（h2o2）が増感剤としても用いられている．10,11）
これは，低酸素状態のがん細胞にh2o2 を酸素ド
ナーとして供給することによって細胞の周りに酸
素ができ，放射線に対する感受性が高まるという
酸素効果によるものである．
本総説では，筆者らの研究成果を含め，放射線
やh2o2 によってもたらされた酸化ストレスによる
細胞応答について，ミトコンドリアの関与や細胞
膜の状態との関連についての知見を加え概説する．
２．酸化ストレスと抗酸化システム
ros には，酸素から電子の還元を受けた結果生
じる活性酸素（o2−），h2o2，ヒドロキシラジカル
（･oh），一重項酸素（1o2）等があり，いずれも非
常に反応性に富む物質である．細胞内の活性酸素
生成の場は主にミトコンドリアといわれ，ミトコ
ンドリア電子伝達系から漏れ出た電子により酸素
が還元されo2−が産生される．産生されたo2−は
superoxidedismutase（soD）の働きによりh2o2
を生じ，カタラーゼなどの分解酵素により水に戻
る．しかしながら，水分子に電離放射線が照射さ
れたり，h2o2 に uVが照射されたりすると，非常
に反応性の高い･ohが生じる．また，h2o2 の近く
に鉄が過剰にあるとフェントン反応が起き，2価の
鉄イオンとh2o2 が反応し･ohが生じる（Fig.1）．
近年，鉄過剰による細胞死の一つとしてフェロ
トーシスという細胞死が提唱され，12-14）このフェ
ントン反応によって生じる･ohが過酸化した脂質
の蓄積を引き起こし，最終的には細胞死が起こる
という一連の流れが明らかとなりつつある．
細胞には内外からの酸化ストレスに対する複数
の防御機構が存在している．酸化ストレスにより
生じたrosから身を守る防御機構を大別すると
１）rosの活性を消去する酵素であるカタラーゼ
や soDなど
）生じたrosを補足して安定化させるビタミン
Cや E，ポリフェノール類など
）rosによって損傷を受けた部位を修復させる
DNa修復酵素など
となる．１）については，生体内の構成要素がros
により損傷を受ける前に，その酵素活性によりros
の活性を消去するシステムである．この中には，
グルタチオンが電子供与体となる Glutathione
Peroxidase 群（GPx）や Peroxiredoxin（Prx）な
どといった抗酸化酵素群も含まれ，Prx はこの酵
素活性以外に，rosの 1つである過酸化水素の細
胞内感知レセプターとして働くことも明らかと
なっている．15））については，抗酸化物質とよ
ばれる一連の物質で，狭義には活性酸素を消去す
る還元作用を持った低分子化合物である．自らが
rosの標的となることで，他の分子が次々にラジ
カルとなる連鎖反応を抑える．ビタミン類など生
体内で作ることができないものは食品などから摂
取する必要があり，生体内で不足すると酸化スト
レスに対する抵抗性が弱まると考えられる．）
については，ros によって既に損傷を受けた
DNa，タンパク質，脂質などの生体内分子を修復
する機構である．これらの機能が不全となると，
最終的に細胞死が引き起こされる．16）
３．酸化ストレスと細胞死との関連
細胞死には，アポトーシス，ネクローシス（ネ
クロプトーシス），オートファジー，フェロトーシ
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Fig.1.Productionanddegradationofrosincells.
Electronsfromthemitochondrialrespiratorychain
reactwithoxygen（o2）presentinthecellsandproducesuperoxide（o2−）．superoxideandwaterbecomeh2o2 bysoD.Generally,h2o2 turnsintoharmlesswaterbycatalaseorGPx.however,Fenton
reactiongenerates･ohunderenvironmentwhere
abundantiron（Fe2＋）existsaroundh2o2.･ohishighlyreactiveandcauselipidperoxidation.Lipid
peroxidationcausescelldeath.
スなど様々な形態がある．14,17）例えばアポトーシ
スの場合，クロマチン凝集が起き核の断片化が観
察されるので，細胞内に複数個の凝集したクロマ
チン構造が見られた場合，アポトーシスと判断す
るが，一般に細胞死が見られたといった場合，上
記のいずれか，もしくは複数の形態をとり，細胞
の生存率が低下，もしくは細胞が死滅した状態を
いう．酸化ストレスによる細胞応答については
様々な報告があるが，筆者らが正常神経前駆細胞
を用い，放射線照射によるmtDNa傷害，脂質の
過酸化，アポトーシスについてそのエンドポイン
トを調べたところ，コントロールに比べ有意にそ
れらの指標が増加するのは 1Gy 以上の照射であっ
た．しかしながら，DNaアレイおよび定量 PCr
により，それ以下の線量である 0.5Gy および 0.1
Gy の照射によってもアポトーシス関連遺伝子など
の発現に変化が起きていた．18）さらに神経芽腫細
胞を用い，アポトーシス，ネクロプトーシス，
オートファジーといった細胞死に関連する遺伝子
発現変化を指標にごく低線量（0.1mGy，1mGy）
の放射線照射による影響を調べた結果，多くの遺
伝子は発現が抑制されていたが，アポトーシスに
関係する遺伝子のうち，aPaF1 と bCL2 の発現は
有意に上昇していた．19）また，国際宇宙ステー
ション内で 14 日もしくは 28 日培養した細胞にお
けるaTP産生や遺伝子発現変化を調べた結果，宇
宙で培養した細胞はaTP産生が抑制され，遺伝子
発現も地上コントロールと比べ変化していた．20,21）
これらのことより，ごく弱い酸化ストレスによっ
ても，老化や死へ向かっての反応を示すというこ
とが示唆された．ただし，このような弱い酸化ス
トレスにおいては，細胞内の抗酸化酵素や修復機
構などが働き，結果として細胞死という表現形は
とらないと考えられる．
また，肝がん細胞hLEを用いてミトコンドリア
に存在する活性酸素除去酵素であるmanganese
superoxidedismutase（mnsoD）を過剰発現させ
ると，放射線による細胞死（アポトーシス）の抑
制がみられた．23）さらに膵がん細胞株KP4 を用い
て低酸素状態から再酸素化する実験を行ったとこ
ろ，KP4 は再酸素化によりアポトーシスが引き起
こされていた．このアポトーシスはmnsoDをミ
トコンドリアに過剰発現することにより抑制され
た．23）これらのことから一般的ながん細胞では，
ミトコンドリア由来活性酸素と細胞死，特にアポ
トーシスとの強い相関があると考えられる．
４．活性酸素とミトコンドリア
ミトコンドリアは，動物細胞において核以外に
DNa（mtDNa）が存在する唯一の器官である．
ヒトのmtDNaは 16,569 塩基からなり，ここにミ
トコンドリア電子伝達系の構成要素のうちの 13 の
遺伝子と 2つの rrNa，22 個の trNaがコードさ
れている．この遺伝子はミトコンドリアにおける
好気的な aTP の合成に必須で，個体としては
mtDNaなしで生きて行くことはできない．培養細
胞系においては，mtDNaを欠失させたρ0 細胞が
存在しているが，この細胞はピルビン酸とウリジ
ンを添加する特別な条件での培養が必要である．
ヒト細胞におけるρ0 細胞は，King らにより樹立
され，24）低濃度のエチジウムブロマイド処理で比
較的容易に樹立できることから，現在では多くの
研究室にて多様なρ0 細胞が樹立され研究が行われ
ている．筆者らがmtDNaの欠失したρ0 細胞およ
び mtDNa の一部（約 5Kb）が欠失した細胞
（bh3.12）を用い，ミトコンドリアの局在を
mitotracker，内在性のrosを hydroxylphenyl
Fluorescein（hPF）にて検討した結果，ρ0 および
bh3.12 細胞から発生しているrosはmitotracker
の発現とほぼ一致しており，かつ，親株と比べ放
出しているrosの量が多かった．8）また，ミトコ
ンドリアに局在する o2−を除去する酵素である
mnsoDを過剰発現させることにより，このミトコ
ンドリア由来o2−生成が抑えられた．8）さらに，ρ0
細胞における遺伝子発現をマイクロアレイにて解
析した結果，mtDNaコード遺伝子のみならず，分
子シャペロンをはじめとする核ゲノムにコードさ
れる遺伝子発現も変化していた．25）これらのこと
は，mtDNa障害によるミトコンドリア由来ros
の発現亢進がミトコンドリアだけでなく核にコー
ドされる遺伝子発現制御にも影響を与えているこ
とを示唆している．
５．ミトコンドリア障害と酸化ストレス感受性
mtDNaは核DNaに比べ酸化ストレスによる障
害を受けやすく，また様々な形で障害を受けるこ
とが知られている．例えば，a3243G 変異などの点
突然変異（mELas などを発症），mtDNaの一部
が欠失もしくは重複（CPEoを発症），mtDNaコ
ピー数の減少（老化や心筋梗塞を引き起こす）な
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どである．このようなmtDNa障害は，いわゆる
電子伝達系酵素欠損症を招き，ミトコンドリア機
能低下，すなわちミトコンドリア障害を引き起こ
し，不完全な電子伝達系からより多くの活性酸素
が漏れ出すことにより臨床症状や老化が起きると
考えられている．前出のρ0 細胞は，このmtDNa
障害のもっともシビアなモデルとして使用されて
いる．近年になって，mtDNaの障害は，ミトコン
ドリア病と総称される一連の疾患だけでなく，ア
ルツハイマー病をはじめとする神経変性疾患，て
んかん，自閉症，がんや糖尿病など，より一般的
な疾患と関係していることが次々と明らかとなっ
てきている．7,26）そして，これらの疾患はrosを
原因とする疾患と重複するものも多い．mtDNa突
然変異とrosの発生および疾病との直接的な関連
については，mtDNaの突然変異によりrosが過
剰産生されるタイプとされないタイプのモデルマ
ウスを作製した実験で，ros が過剰産生される
mtDNaを導入したタイプでのみ糖尿病やがんが発
症するという報告がある．27）このことから，
mtDNa障害によって引き起こされるミトコンドリ
ア障害の少なくとも一部に関しては，rosが誘導
され，それが疾病を引き起こす原因となっている
と考えられる．27,28）さらに，老化に伴いmtDNa
量自体は増加するもののmtDNaコード遺伝子か
ら転写されたmtrNaの発現が減少することによ
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Fig.2.Geneexpressionsinρ0 cells.ratioofparentalcellgeneexpressionsandρ0 cellgeneexpressionsareshown.a:
GeneexpressionratioofND1（mtDNaencodedgene）．GeneexpressionofND1inρ0 cellswasundetectable.b:Gene
expressionratioofTFam（transcriptionfactorofmtDNa）．GeneexpressionofTFaminρ0 cellswasdown-regulated.
C:Geneexpressionratioofp53（apoptosissuppressinggene）．Geneexpressionofp53inρ0 cellswasdown-regulated.
D:GeneexpressionratioofmnsoD（mitochondrialsuperoxidedismutase）．GeneexpressionofmnsoDinρ0 cellswas
up-regulated.E,F:GeneexpressionratioofGPx1andcatalase（enzymethatturnshydrogenperoxideintowater）．
Thesegeneexpressionsinρ0 cellswereindividuallychanged,butconstanttendencywerenotseen.n.d.:notdetected.
*:statisticallysigniﬁcantdiﬀerencewasseenbetweenρ0 cellsandparentalcells（p＜0.05bystudentst-test）．
り，mtrNa/mtDNaの比率が減少することもわ
かっている．29）以上より，mtDNa障害による細
胞応答メカニズムを明らかにすることは，さまざ
まな疾病を克服するための重要な足がかりになる
と考えられる．しかしながら，その詳細について
はいまだ不明な点が多い．筆者らは子宮頸がん細
胞株であるheLa および舌がん細胞株である sas
から前出のKing ら 24）の方法にならいρ0 細胞を樹
立した．樹立したρ0 細胞について，mtDNaコー
ド遺伝子であるNaDhdehydrogenase1（ND1）
の発現を調べたところ，ND1 は検出されなかった
（Fig.2a）．次に，これら細胞の酸化ストレス感受
性を調べるために過酸化水素処理を行ったところ，
ρ0 細胞は親株に比べ過酸化水素に対して感受性を
示した．30）ρ0 細胞における酸化ストレス感受性に
ついては，酵母とテラトカルシノーマにおいても
親株に比べ過酸化水素に対して感受性を示すとの
報告がある．31,32）また，mtDNaの転写因子である
mitochondrialTranscriptionFactora（TFam）の
発現も下がっており（Fig.2b），アポトーシス抑制
遺伝子である p53 の発現も低下していた（Fig.
2C）．抗酸化酵素群の発現については，ミトコンド
リアに局在するmnsoDの発現は増大していたが，
GPx やカタラーゼの遺伝子発現は細胞により発現
が異なっていた（Fig.2D-F）．さらに，カタラーゼ
の酵素活性を調べたところ，カタラーゼ酵素活性
はρ0 細胞において上昇していた．30）これらのこと
より，ρ0 細胞において内在性の抗酸化酵素活性は
過酸化水素処理に対する感受性を規定する主要な
因子ではないと考えられた．ρ0 細胞はミトコンド
リアの電子伝達系が不全となり，ρ0 細胞における
aTP量が親株に比べ有意に減少していることがわ
かっている．そこで，細胞膜上に存在し，aTP依
存的にイオン濃度勾配を形成するaTPase の発現
量を検討したところ，親株とρ0 細胞で，その発現
量に違いが見られた．細胞膜構成要素の発現に違
いが見られたため，細胞膜状態を調べた．膜電位
依存的に蛍光を発する色素であるDibaC4（3）を用
いて細胞膜電位を調べた結果，ρ0 細胞において
は，親株に比べ細胞膜電位が低下していた．30）ま
た最近，過酸化水素を特異的に認識する蛍光色素
であるhYDroPTm が開発され，内在性の過酸化水
素を顕微鏡下でとらえることが可能になった．こ
の試薬を用いて，過酸化水素処理時における細胞
内の過酸化水素量の変化を経時的に検出した．そ
の結果，親株においては過酸化水素処理後 2時間
で内在性の過酸化水素量の増大を認めたが，1時間
までは細胞内過酸化水素量は増加しなかった．そ
れに対してρ0 細胞においては，過酸化水素処理後
1時間で細胞内の過酸化水素量の増大が見られた
（Fig.3）．30）一方，過酸化水素処理前の親株および
ρ0 細胞の膜の状態を代表的な脂質の過酸化物マー
カーであるhNE抗体を用いて免疫染色を行ったと
ころ，親株細胞に比べて，ρ0 細胞では脂質の過酸
化が増大していた（Fig.4）．さらに，プレリミナ
リーではあるが，我々が行った安定同位元素を用
いた実験により，安定同位元素入りの過酸化水素
処理 1時間で，ρ0 細胞においては細胞内の安定同
位元素量が親株に比べて増加するという結果を得
ている．これらのことから，ミトコンドリア障害
細胞では細胞内活性酸素量が増大しているため，
細胞膜自体が既に過酸化状態であり，脆弱かつス
トレス物質を透過させやすい状態であると考えら
れる．このような状態で過酸化水素などの酸化スト
レスを受けると，膜を透過した過酸化水素が細胞内
に多量に流れ込み，細胞内rosのさらなる上昇が
起こり，細胞死が引き起こされると推察される．
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Fig.3.internalh2o2 amountanalyzedbyhYDroPTm.internalh2o2 wasvisualizedusinghYDroPTm（GoryoChemicalinc.,hokkaido,Japan）．Cellsweretreated
with50μmh2o2 for10min,20min,1hand2h.afterwashingh2o2 withmedium,cellsweresubjectedto2.5μmhYDroPTm at37ºCfor20min.afterwashing
hYDroPTm withmedium,ﬂuorescenceimageswere
obtainedusingabZ-8000ﬂuorescencemicroscope
（KEYENCECorporation,osaka,Japan）．Fluorescence
intensitiesweremeasuredusingimageJandrelative
h2o2 amountwerecalculated（averageintensityofh2o2 treatedcell/averageintensityofh2o2 non-treatedcell）．internalh2o2 amountincreasedonlyinρ0 cellsafter1hh2o2 treatment.whenh2o2treatmentwasextendedfor2h,increaseininternal
h2o2 wasobservedbothinρ0 cellsandparentalcells.
おわりに
ミトコンドリアDNaを欠失した細胞は酸化スト
レスに感受性であり，その感受性は内在性のカタ
ラーゼの酵素活性よりもむしろ膜電位や膜の過酸
化の状態によって規定される可能性が示唆された．
今後は，膜電位や脂質の過酸化状態以外に，過酸
化水素の膜透過性や細胞膜上にある構成タンパク
質発現量の変化などを調べていく予定である．こ
れにより，これまでに明らかとなっている活性酸
素とミトコンドリア障害の関係に加え，細胞膜状
態の変化の知見も加わり，がん細胞のストレス応
答メカニズムがさらに解明されていくと考えられ
る．酸化ストレスに対する細胞応答機構と細胞膜と
の関連が明らかになれば，膜状態を変化させ，放射
線や抗がん剤に対する感受性をコントロールする新
たな薬剤の開発にもつながり，がん克服へさらなる
一歩を踏み出すことができると期待される．
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